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durante	 los	 últimos	 años	 en	 el	 ámbito	 de	 la	 biomedicina,	 que	 trata	 de	 sintetizar	 andamiajes	
artificiales	in	vitro	capaces	de	emular	las	funciones	de	la	MEC.	En	este	contexto,	los	hidrogeles	han	





OBJETIVO:	 En	 el	 presente	 trabajo	 se	 plantea	 la	 preparación,	 modulación	 de	 las	 propiedades	
mecánicas	 y	 caracterización	 de	 hidrogeles	 basados	 en	 polietilenglicol	 diacrilato	 (PEGDA),	 2,2’-






las	 propiedades	 mecánicas,	 se	 ha	 realizado	 mediante	 la	 variación	 estequiométrica	 de	 PEGDA	 y	
EDDET,	 	y	su	posterior	caracterización	mecánica	a	 través	de	ensayos	de	compresión	en	el	 I3A.	La	











y	 EDDET	 como	 de	 la	 proporción	 de	 Phosphate	 Buffer	 Saline	 (PBS)	 que	 contengan	 las	 muestras,	
llegando	a	absorber,	algunas	de	ellas,	un		120%	respecto	su	peso	inicial.	Mediante	la	microscopía	
electrónica	 se	 ha	observado	que	 se	 ha	 trabajado	 con	hidrogeles	 con	 superficie	 porosa	 e	 interior	
denso	y	compacto.	Finalmente,	a	través	de	los	ensayos	de	funcionalización	y	cultivo	celular,	se	ha	































































































































































































































































actúa	 como	 soporte	 para	 los	 diferentes	 tejidos	 y	 células,	 sino	 que	 además,	 sus	 componentes	
establecen	 un	 diálogo	 bioquímico	 y	 biofísico	 con	 las	 células	 con	 las	 que	 tiene	 contacto.	 Esta	

















relevancia	que	 las	 células	 encuentren	un	entorno	 con	unas	propiedades	mecánicas	 adecuadas[6].	
Cada	 tejido	 tienes	 sus	propias	particularidades	en	este	 respecto,	 con	 lo	 cual,	 el	 andamiaje	ha	de	
diseñarse	 teniendo	 como	 objetivo	 el	 tejido	 en	 cuestión.	 Éste	 ha	 de	 ser	 capaz	 de	 soportar	 los	
esfuerzos	 correspondientes	 al	 movimiento	 del	 organismo,	 por	 lo	 que	 tiene	 que	 ofrecer	 unas	
propiedades	mecánicas	similares	a	las	del	tejido	que	va	a	tratar	de	emularse.	La	rigidez	de	un	tejido	
puede	caracterizarse	mecánicamente	mediante	el	módulo	de	Young	o	módulo	elástico.	Se	trata	de	























Atendiendo	 a	 las	 propiedades	 bioquímicas	 y	mecánicas	 que	 ha	 de	 tener	 un	 andamiaje	 capaz	 de	
emular	la	matriz	extracelular,	es	evidente	que	el	biomaterial	que	la	constituya	contará	con	un	alto	
grado	 de	 sofisticación.	 El	 término	 biomaterial	 hace	 referencia	 a	 aquellas	 sustancias	 capaces	 de	
interactuar	 con	 los	 sistemas	 biológicos	 del	 organismo.	 	 Los	 hidrogeles	 son	 materiales	 formados	
generalmente	 a	 partir	 de	 un	 polímero	 hidrófilo	 entrecruzado.	 La	 estructura	 polimérica	 de	 estos	
materiales,	 junto	con	 la	capacidad	que	poseen	para	albergar	agua	en	su	 interior[3][4],	propician	 la	
creación	de	un	entorno	tridimensional	similar	al	de	los	tejidos	blandos,	que	permite	tanto	la	difusión	











Los	 hidrogeles,	 pueden	 ser	 sintetizados	 mediante	 el	 entrecruzamiento	 físico	 o	 químico.	 En	 el	




































factores	 importantes	 en	 las	 propiedades	 mecánicas	 finales	 del	 hidrogel.	 Asimismo,	 pueden	 ser	






















utilizado	 en	 numerosos	 estudios[10].	 El	 PEGDA	 presenta	 un	 grupo	 acrilato	 en	 cada	 extremo,	 es	
altamente	hidrofílico,	biocompatible	y	no	tóxico	a	partir	de	pesos	moleculares	por	encima	de	400	
Da.	Además	es	fácilmente	eliminado	por	el	organismo[10].	Al	ser	irradiado	con	luz	UV	en	presencia	de	













a	 la	 reacción	 de	 polimerización	 proporciona	 grupos	 carboxilo	 que	 pueden	 conjugarse,	mediante	
enlaces	peptídicos,	con	proteínas	de	matriz	extracelular.	
	
Otra	 de	 las	 desventajas	 de	 los	 hidrogeles	 basados	 en	 moléculas	 de	 PEGDA,	 es	 su	 degradación.	
Requiere	 largos	 periodos	 de	 tiempo,	 como	podrían	 ser	meses	 e	 incluso	 años[13].	 Esto	 supone	 un	
inconveniente.	No	obstante,	el	PEGDA,	puede	ser	alterado	con	el	 fin	de	 favorecer	 la	degradación	
mediante	 la	 incorporación	 de	 segmentos	 degradables	 como	 el	 poliéster,	 el	 poli	 (fumarato	 de	
propileno)	 (PPF)	o	disulfuro[8].	De	manera	análoga,	 la	biodegradación	 también	puede	 favorecerse	



















radicalaria	 de	 la	 segunda	 etapa,	 donde	 fotopolimerizan	 los	 grupos	 acrilato	 y	 se	 forma	 la	 red	
polimérica	 entrecruzada.	 Debido	 al	 exceso	 estequiométrico	 de	 acrilato,	 el	 tiol	 se	 incorpora	 al	




La	 preparación	 de	 un	 andamiaje	 con	 las	 propiedades	 mecánicas	 adecuadas	 para	 que	 ejerza	 de	
soporte	de	los	cultivos	celulares,	es	esencial.	Sin	embargo,	la	aplicación	biomédica	del	material,	exige	
una	 mayor	 complejidad	 a	 la	 hora	 de	 sintetizarlo,	 ya	 que	 son	 más	 las	 aspectos	 que	 han	 de	
considerarse.	 Tal	 y	 como	 se	 ha	 explicado	 anteriormente,	 es	 importante	 que	 las	 células	 puedan	
adherirse	a	dicho	material.	Para	ello,	es	necesario	la	biofuncionalización	del	material[14].	
	
Ésta	 consiste	 en	 la	 unión	 entre	 dos	 moléculas,	 generalmente,	 gracias	 a	 la	 presencia	 de	 enlaces	












adhesión	 transmembrana	 y	 las	 correspondientes	 proteínas	 de	 la	 matriz	 extracelular	 (MEC).	 Las	
integrinas	son	 las	principales	 involucradas	en	 las	 interacciones	célula-matriz.	Las	 integrinas,	están	
vinculadas	 al	 citoesqueleto	 de	 actina	 por	 proteínas	 asociadas,	 y	 estos	 complejos	 de	 proteínas	












































































































































































































El	 protocolo	 para	 medir	 el	 hinchamiento	 de	 los	 hidrogeles	 es	 simple.	 Una	 vez	 preparadas	 las	














































materia,	 genera	 la	 emisión	 de	 electrones	 secundarios,	 captados	 por	 un	 detector,	 que	 mide	 la	









de	 los	 hidrogeles,	 se	 han	 llevado	 a	 cabo	 tres	 cortes	 distintos:	 un	 corte	 transversal,	 un	 corte	
longitudinal	 radial	 con	 una	 cuchilla	 y	 	 un	 corte	 longitudinal	 radial	mediante	 un	 desgarramiento.		
Posteriormente,	las	muestras	se	recubren	metálicamente	con	una	capa	de	paladio.	Este	proceso	es	
de	gran	relevancia	para	las	pruebas	MEB,	ya	que	hará	que	los	electrones		secundarios	que	inciden	en	

















lugar,	 el	 hidrogel	 a	 biofuncionalizar	 será	 esterilizado	 con	 etanol	 al	 70%	 durante	 20	 minutos.	
Paralelamente	 se	 prepararán	 por	 separado	 dos	 disoluciones	 de	 EDC	 (1-ethyl-3-[3-
dimethylaminopropyl]	carbodiimide	hydrochloride)	 	 (Sigma	Aldrich	ref.	03449)	0,15M	y	sulfo-NHS	
(N-hydroxysulfosuccinimide)	 (Sigma	 Aldrich	 ref.	 56485)	 0,12M	 ambas	 diluidas	 en	 una	 disolución	
tampón,	2[morpholino]ethanesulfonic	acid]	(MES)	(Sigma	Aldrich	ref.	M8250)		al	0,1M,	preparada	
anteriormente.	A	continuación	se	mezclan	ambas	disoluciones	y	se	filtraran	por	un	tamaño	de	poro	
de	0.22	µm.	 	Una	vez	 filtrada	 la	mezcla,	 se	 añade	 sobre	 los	hidrogeles	de	manera	que	 los	 cubra	
completamente	 y	 se	 	 incuba	 durante	 dos	 horas	 a	 temperatura	 ambiente.	 Finalmente,	 se	 añade	




En	 la	 figura	11	 se	muestra	un	esquema	del	proceso	que	 tiene	 lugar	a	nivel	molecular	durante	 la	
funcionalización	(figura	11).	En	el	esquema	el	grupo	de	ácido	carboxílico	pertenece	al	ácido	acrílico	












La	 funcionalización	 y	 cultivo	 celular	 se	 estudia	 mediante	 la	 observación	 de	 las	 muestras	 al	

















de	 conteo	 de	 células	 mediante	 la	 cámara	 de	 Neubauer,	 a	 la	 que	 se	 añaden	 10 µl	 del	 pellet	
suspendido.	Se	trata	de	una	cámara	de	3mm	x	3mm	x	0,1	mm,	que	a	su	vez	está	dividida	en	nueve	











contadas	 las	células	de	cada	subdivisión,	se	halla	una	media	de	 las	células	contadas	y	se	aplica	 la	
siguiente	fórmula	para	calcular	la	densidad	celular.	
  
























































1:1.02	 1:1.04	 1:1.06	 1:1.08	 1:1.1	














































1:1.04	 1:1.06	 1:1.08	 1:1.1	
146,54	±		8,44	 140,64	±		3,54	 128,05	±		7,17	 112,3	±		6,11	
	
Tabla	7:	Porcentaje	final	(%)	de	absorción	de	PBS	en	las	muestras	T:A-PBS	30-70(%)	a	37ºC.	
Se	 observa	 que	 las	 muestras	 se	 hinchan	 en	 gran	 medida	 durante	 las	 primeras	 horas.	 Este	
hinchamiento	tiende	a	saturar	al	cabo	de	6	horas	aproximadamente,	con	excepción	de	las	muestras	





fuerzas	 cohesivas	 existentes	 entre	 estas	 cadenas	 o	 grado	 de	 entrecruzamiento.	 Asimismo,	 este	





hay	 un	 mayor	 gradiente	 de	 concentraciones	 entre	 la	 muestra	 y	 el	 medio	 y	 por	 tanto	 la	 fuerza	
































 	E = σε = 𝐹/𝑆ΔL/L 
 
	σ = esfuerzo	ejercido	sobre	el	área	de	la	sección	transversal	y	ε = deformación	unitaria.	
 
	
El	ensayo	nos	proporciona	 los	datos	de	extensión	 frente	a	carga,	a	 través	de	 los	cuales	podemos	





analiza	 por	 separado,	 se	 obtiene	 el	 módulo	 de	 Young	 y	 se	 calcula	 el	 valor	 promedio	 para	 cada	
condición.	A	continuación	se	encuentran	las	tablas	que	recogen	los	correspondientes	valores	para	
cada	estequiometría.	Se	han	analizado,	por	una	parte,	las	muestras	de	T:A-PBS	al	50-50	(%)		y	por	

















































de	 acrilato	 respecto	 de	 tiol,	 se	 forman	 cadenas	 poliméricas	más	 cortas.	 Esto,	 tras	 el	 proceso	 de	
fotopolimerización,	 se	 traduce	en	una	mayor	densidad	de	entrecruzamiento	 y	 por	 tanto,	 en	una	



















En	 conclusión,	 a	 través	de	 los	 resultados	anteriores,	 se	observa,	que	mediante	 la	 variación	de	 la	
estequiometria	de	 la	 reacción	Tiol:Acrilato,	 es	posible	modular	 las	propiedades	mecánicas	de	 los	
hidrogeles	sintetizados		(figura	14	y	15).	Además,	el	contenido	en	PBS	de	la	mezcla	a	partir	de	la	cual	






















































Con	el	 fin	de	profundizar	en	 la	caracterización	mecánica	de	 los	hidrogeles,	 concretamente	 los	de	
proporciones	1:1,04	30-70	(%)	y	1:1,06	30-70	(%),	se	someten	a	ensayos	de	fatiga	con	una	célula	de	
carga	de	5N.	La	puesta	en	marcha	del	ensayo	se	basa	en	un	3%	de	deformación	inicial	del	material	y	
una	 posterior	 relajación	 de	 3	 minutos.	 El	 ensayo	 de	 fatiga	 ofrece	 información	 sobre	 el	
comportamiento	 del	material	 ante	 cuatro	 cargas	 cíclicas	 de	 compresión-descompresión	 hasta	 el	
20%,	40%	y	60%	de	su	deformación.	Se	trata	de	ensayos	de	larga	duración,	pues	la	velocidad	de	la	










Atendiendo	 a	 las	 gráficas	 (figura	 16),	 puede	 observarse	 que	 ambos	 hidrogeles	 se	 comportan	 de	
manera	elástica,	ya	que	recuperan	su	forma	tras	cada	carga	cíclica,	con	una	curva	de	descarga	muy	
similar	 a	 la	 de	 carga.	 Asimismo,	 las	 curvas	 de	 deformación-esfuerzo	 son	 iguales	 para	 cada	 carga	
aplicada.	 Es	 de	 gran	 relevancia	 que	 los	 hidrogeles	 presenten	 este	 comportamiento	 debido	 a	 la	




























































































morfológica.	 Se	 trata	 de	 materiales	 que	 presentan	 una	 superficie	 porosa	 propia	 de	 los	













































Estos	 resultados	 reflejan	que	 la	 biofuncionalización	no	ha	 tenido	 lugar	 correctamente.	Debido	 al	
ajustado	 esquema	 de	 trabajo	 y	 el	 hecho	 de	 haberse	 realizado	 únicamente	 un	 ensayo	 con	 dos	









































un	 mayor	 grado	 de	 entrecruzamiento	 de	 las	 cadenas	 poliméricas,	 que	 a	 su	 vez,	 oponen	 más	
resistencia	a	 la	expansión,	 y	por	 tanto,	a	 la	absorción	de	PBS.	Por	el	 contrario,	 relaciones	de	T:A	
mayores,	próximas	a	1:1	,	dan	lugar	a	cadenas	más	largas	con	menor	grado	de	entrecruzamiento	de	
las	cadenas	poliméricas,	por	lo	que	oponen	menos	resistencia	a	la	expansión,	experimentando	un	
mayor	hinchamiento.	 	Por	otro	 lado,	 la	proporción	de	PBS	que	contengan	 los	hidrogeles	también	





















fin	 de	 llevar	 a	 cabo	 un	 estudio	 preliminar	 sobre	 la	 adhesión	 de	 los	 fibroblastos	 en	 este	 tipo	 de	
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